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(57) Abstract: The invention relates to a method for enriching trehalose from solutions, wherein the enrichment is performed with 
the aid of an adsorbent. The invention is characterized in that the adsorbent is an alumo silicate. The alumosilicate is preferably a 
zeolite. The invention also relates to the enrichment and purification of trehalose from fermentation broths, more particularly as 
coupled product from the fermentative production of other value products. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Anreicherung von Trehalose aus Losungen, bei welchem die 
Anreicherung mit Hilfe eines Adsorbens erfolgt, dadurch gekennzeichnet, dass das Adsorbens ein Alumosilicat ist. Vorzugsweise ist 
das Alumosilicat ein Zeolith. Femer betrifft die Erfindung die Anreicherung und Reinigung von Trehalose aus Fermentationsbriihen, 
insbesondere als Koppelprodukt der fermentativen Herstellung anderer Wertprodukte. 
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Verfahren zur Anreicherung von Trehalose mit EQIfe von Alumosilicaten 



5 Die folgende Erfindung betxifft ein Verfahren zur Anreicherung von Trehalose aus Losun- 
gen, bei welchem die Trehalose mit Hilfe eines Adsorbens angereichert wird. 

Das Disaccharid Trehalose (a-D-Glucopyranosyl-a-D-Glucopyranosid) besteht aus zwei 
Glucose-Molekulen, die uber a,a-l,l-Bindung miteinander kovalent verkniipft sind. Treha- 

10 lose ist aufgrund ihrer anwendungstechnisch interessanten Eigenschaften von zunehmender 
Bedeutung fur die Industrie. Ein wichtiger Anwendungsbereich ist die Stabilisierung von 
Proteinen und Peptiden, beispielsweise von Enzynaen und Impfstoffen. Bevorzugte Ver- 
wendung findet Trehalose in der Lebensmittelindustde. Trehalose wird auch als Ersatzstoff 
fiir Saccharose aufgrund ihrer reduzierten SilBe und ihrer geschmackskonservierenden Ei- 

15 genschaften eingesetzt. Dariiber hinaus wirkt Trehalose bei Gefiier- und Trocknungsvor- 
gSngen stabUisierend. Ein weiteres Anwendungsgebiet liegt ina Kosmetikbereich. 

Die Herstellung von Trehalose erfolgt bevorzugt auf enzymatischem Wege oder durch Fer- 
mentation mit Hilfe geeigneter Mikroorganismen (Schiraldi, C, et al. (2002). Trehalose 

20 Production: Exploiting Novel Approaches. Trends in Biotechnology, vol. 20 (10), Seiten 
420-425). Haufig entsteht Trehalose auch als Nebenprodukt bei Fermentationen, die der 
Herstellung anderer Substanzen dienen (Hull, S.R., Gray, J.S.S., et al. (1995). Trehalose as a 
Common Industrial Fermentation Byproduct. Carbohydrate Research, vol. 266, Seiten 147- 
152). Ihsbesondere bei Fermentationen entstehen, anders als bei chemischen Synthesen, 

25 Starke verunreinigte Losungen, die beispielsweise Zellen, Proteine, lipide, oder andere Zu- 
cker enthalten konnen. 

Die Trehalose muss also aus solchen stark verunreinigten Losungen angereichert und, je 
nach Verwendungszweck, weiter gereinigt werden. 

30 

Im Stand der Technik sind verschiedene Anreicherungs- und Reinigungsveifahren fur Tre- 
halose bekannt. 

US 5,759,610 beschreibt ein Verfahren zur Aufreinigung von Trehalose aus Kulturen von 
35 Mikroorganismen, umfassend die Schritte Filtration und Zentrifugation, Behandlung mit 
Aktivkohle, Deionisierung, Reinigung mit lonenaustauschem, Konzentration zu sirupartigen 
Produkten, weitere Aufreinigung durch Saulenchromatographien wie lonenaustauschersau- 
len-Chromatographie, Aktivkohle-Chromatographie und Silicagelsaulen-Chromatographie, 
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sowie Prazipitieren mit organischen Losungsmitteln wie Alkohol und Aceton und Filtxieren 
liber geeignete Membranen, und Fermentation durch Hefe oder alkalische Behandlung, um 
etwaige verbliebene Saccharide zu entfemen oder abzubauen. Fur eine weitere Aufireinigung 
werden beispielsweise Kiihlungskristallisation oder Spriihtrocknung vorgeschlagen. Eine 
5 Adsorption von Trehalose an ein Adsorbens erfolgt nicht. 

JP 07000190 (Tadashi, W., et al.) beschreibt die bolierung von Trehalose aus festen Rtick- 
standen von Brauerei-Fermentationen. Dabei wird der Riickstand mit Alkohol extrahiert 
und/oder mit Ultraschall behandelt, um die Trehalose aus dem Ruckstand zu extrahieren. 
1 0 Femer wird das im Ruckstand vorhandene Enzym Trehalase durch BBtzebehandlung inakti- 
viert. Die Reinigung erfolgt unter anderem iiber lonenaustauschersaulen und eine Aktivkoh- 
lesSule. Die Trehalose wird dabei an den Saulen nicht adsorbiert. 

US 5,441,644 beschreibt ein Verfahren, bei welchem Trehalose aus einer Fermentationsbrtt- 
15 he gereinigt wird. In dem Verfahren erfolgt unter anderem eine Ultrafiltration und eine Ent- 
farbung mit Hilfe von Aktivkohle. Die Trehalose wird dabei an der Aktivkohle nicht adsor- 
biert. 

Ein Nachteil der genannten Verfahren scheint zu sein, dass die jeweiligen Adsorbentien 
20 lediglich zur Adsorption der unerwiinschten Fremdstoffe verwendet werden, nicht jedoch 
die Trehalose selbst adsorbieren. Da die Extraktions- xmd Reinigungsschritte an die unter- 
schiedlichen Fremdstoffe angepasst sein mussen, sind sie kompliziert und im industriellen 
MaBstab nur schwierig anzuwenden. Insbesondere gilt dies ftir die Reinigung aus Fermenta- 
tionsbrClhen, in welchen der Gehalt an Trehalose gewohnlich weniger als 15 % des Tro- 
25 ckengewichtes betragt (Schiraldi et al. (2002), Trehalose Production: Exploiting Novel Ap- 
proaches. Trends in Biotechnology, vol. 20 (10), Seite 421). 

GemSB einem anderen Verfahren wurde Trehalose als Nebenprodukt einer Fermentation 
durch sequenzielle Chromatographic iiber Aktivkohle und Bio-Gel P-2 gereinigt (Hull, S.R., 
30 Gray, J.S.S., et al. (1995). Trehalose as a Common Industrial Fermentation Byproduct. Car- 
bohydrate Research, vol. 266, Seiten 147-152). Bei dem Verfahren handelt es sich aber le- 
diglich um ein Nachweisverfahren, nicht jedoch um ein Verfahren, das fiir die Anwendung 
im industriellen MaBstab geeignet ist. 



35 



US 5,441,644 erwahnt neben dem oben beschriebenen Verfahren ein weiteres Verfahren aus 
dem Stand der Technik, bei welchem eine trehalosehaltige Acetonitxil-Losung einer Silica- 
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gel-Chromatographie unterworfen wird. In der Schrift wird erwahnt, dass diese chroma- 
tographischen Verfahren fiir die Trehalose- Ameicherung oder 
-Reinigung im industriellen Mafistab jedoch nicht geeignet sind. 

5 Buttersack et al. (Specific Adsorption from Aqueous Phase on Apolar Zeolites, Progress in 
Zeolite and Microporous Materials, vol. 105, p, 1723-1730, 1997) beschreiben die Bindung 
bestimmter Mono- und Disaccharide an ausgewahlte FAU-, PEA-, und MFI-Zeolithe. Fiir 
einzelne Disaccharide wurden dabei sehr unterschiedliche Adsorptionseigenschaften gefun- 
den. Trehalose wurde nicht untersucht 

10 

In einer weiteren Arbeit beschreiben Buttersack et al. die Bindung von Disacchariden an 
unterschiedliche Y-Zeolithe und dealuminierte Y-Zeolithe (Buttersack et al. (1994). Adsorp- 
tion of Glucose and Fructose containing Disaccharides on Different Faujasites. Studies in 
Surface Science and Catalysis, vol. 84, p, 1363-1371). Dabei betonten sie die Bedeutung des 
15 Fructose-Restes in den untersuchten Disacchariden fiir die Adsorption an die Zeolithe. Tre- 
halose wurde nicht untersucht und weist auch keinen Fructose-Rest auf. 

Ein Nachteil der bisherigen Adsorbentien ist, dass sie sehr allgemeine Adsorptionseigen- 
schaften haben und nicht fur das jeweilige Verfahren maBgeschneidert werden konnen. 

20 

Daher besteht Bedarf an Verfahren zur Anreicherung von Trehalose aus Losungen unter 
Verwendung besserer Adsorbentien, insbesondere an Adsorbentien, die sich auf das jeweili- 
ge Verfahren mafischneidem lassen. Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher, ein sol- 
ches Verfahren zur Verfugung zu stellen, insbesondere fur den Einsatz in chromatographi- 
25 schen Verfahren. Weiterhin ist es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren 
zur Verfugung zu stellen, das eine Anreicherung von Trehalose aus Fermentationsbriihen, 
insbesondere aus Fermentationsbriihen aus der Lysin-Produktion, ennoglicht. 

Die Losung der Aufgabe geht aus von dem bekannten Verfahren zur Anreicherung von Tre- 
30 halose aus Losungen mit Hilfe eines Adsorbens. Das erfindungsgemSBe Verfahren ist dann 
dadurch gekennzeichnet, dass das Adsorbens ein Alumosilicat ist. 

Gegeniiber den nach Stand der Technik verwendeten Adsorbentien (z.B. Aktivkohlen und 
lonenaustauschem) bieten Alumosilicate, insbesondere Zeolithe, den Vorteil, dass eine gro- 
ss Bere Anzahl von Varianten hergestellt werden kann und dadurch das Adsorbens besser auf 
das Trennproblem maBgeschneidert werden kann. 
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Trehalose kaim durch eine Vielzahl von bekannten Verfahren hergestellt werden. Traditio- 
nell wird Trehalose durch fermentative Verfahren erzeugt, wobei mittlerweile auch enzyma- 
tische Produktionsverfahren etabliert sind (Schiraldi, C, et al. (2002) Trehalose Production: 
Exploiting Novel Approaches. Trend in Biotechnology, vol. 20 (10), p. 420-425). In Mikro- 
5 organismen wurden 3 enzymatische Hauptrouten zur Trehalose-Synthase entdeckt: (1) ein 
Phosphorylase-System in Pilzen und Hefe, (2) ein Glucosyltransferase-Hydrolase-System in 
mesophilen und extremophilen Bakterien und (3) eine Trehalose-Synthase-katalysierte 
Transglycosilierung von Maltose zu Trehalose (z.B. JP 09098779, KR99029104). 

10 Der Begriff der Anreicherung ist dem Fachmann bekannt GemaB der vorliegenden Erfin- 
dung bezieht sich der Begriff der Anreicherung insbesondere auf die Erhohung des Anteils 
von Trehalose im Verhaltnis zu unerwunschten Fremdstoffen. Typischerweise entspricht 
dies dem Anteil von Trehalose am Trockengewicht des Produktes. 

15 In der bevorzugten Ausfilhrungsform bezieht der Begriff der Anreicherung auch die Reini- 
gung von Trehalose mit ein. Der Begriff der Reinigung ist dem Fachmann bekannt Im vor- 
liegenden Zusammenhang ist es insbesondere Ziel einer Reinigung, eine Reinheit von Tre- 
halose zu erreichen, bei der Trehalose im Wesentlichen frei von anderen Substanzen ist. 
Insbesondere ist damit Trehalose in kristalliner Form gemeint. 

20 

WirtschafUich sinnvoll ist ein Anreicherungs- oder Reinigungsverfahren nur dann, wenn 
auch die Ausbeute befriedigend ist. Daher ist es ein weiteres Ziel des vorliegenden Verfah- 
rens, sowohl eine hohe Anreichemng als auch eine hohe Ausbeute zu erreichen. 

25 Im Hinblick auf die Losung gibt es beztiglich der Losungsmittel keine besonderen Ein- 
schrankungen, in Frage konomen beispielsweise Wasser oder Acetonitril. Vorzugsweise ist 
die LSsung eine wassrige Losung. 

Ein Adsorbens im Sinne der vorliegenden Erfindung ist eine feste oder gelartige Substanz, 
30 auf deren Oberflache die Adsorption einer anderen Substanz stattfindet. Der Begriff der 
Oberflache bezieht sich dabei auch auf die Innenflache einer dreidimensionalen Matrix, 
beispielsweise die inneren Oberflachen des dreidimensionalen Geriistes eines Zeoliths. 



Beispiele fiir Adsorbentien im Sinne der vorliegenden Erfindung sind Silicagel (Kieselgel), 
35 Aktivkohle und Alumosilicate. 
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Alumosilicate (Aluminosilicate) sind dem Fachmann bekannt. Der Begriff der Alumosilica- 
te ximfasst beispielsweise saureaktivierte Bentonite (Bleicherden) und Zeolithe. 

Saureaktivierte Bentonite (Bleicherden) sind Bentonite, deren Smektite (quellfahige Tonmi- 
5 nerale) durch Saurebehandlung partiell aufgelost wurden und die somit eine hohe Oberfla- 
che und ein groBes Mikroporenvolumen aufweisen. Bentonite sind Tone, die durch die 
Verwitterung vulkanischer Asche (Tuffe) entstanden sind und aus den Mineralen Montmo- 
rillonit und Beidelleit (Mmeralgruppe der Smektite) bestehen. 

1 0 Besonders bevorzugte Alumosilicate im Rahnaen der vorliegenden Erfindung sind Zeolithe. 
In diesem Zusammenhang konnen auch solche Zeolithe unter die Erfindung fallen, die kein 
Alundnium enthalten. 

Zeolithe sind eine weit verbreitete Gruppe von kristallinen Silicaten, und zwar von wasser- 
15 haltigen Alkali bzw. Erdalkali-Alumosilicaten der allgemeinen Formel M2/zO • AI2O3 • x 
Si02 • y H2O, wobei M = 1- oder mehrwertiges Metall (meist ein Alkali oder Erdalkali- 
Kardion) H oder NH4U. a., z = Wertigkeit des Rations, x = 1,8 bis etwa 12 und y = 0 bis 
etwa 8. Das stochiometrische Verhaltnis von Si02 zu Ai203 (Modul) ist eine wichtige 
KenngroBe der Zeolithe. 

20 

Die Kristallgitter der Zeolithe bauen sich aus Si04 - und AIO4 -Tetraedem auf , die tiber Sau- 
erstoffbriicken verkntipft sind. Dabei entsteht erne raumUch Anordnung gleich gebauter 
(Adsorptions-) Hohkaxime, die fiber - untereinander gleich grofie - Porenof&iungen bzw. 
Kanale zuganglich sind. Derartige Kristallgitter vennogen als Sieb zu wirken, welches Mo- 

25 lekule mit kleinerem Querschnitt als die Porenoffnungen in die Hohlraume des Gitters auf- 
ninunt, wahrend groBere Molekule nicht eindringen konnen. Zeolithe werden daher auch 
als Molekularsiebe bezeichnet. Fur die Adsorption spielen auch elektrostatische Wechsel- 
wirkungen, Wasserstoffbruckenbindungen und andere zwischenmolekulare Krafte eine Rol- 
le. Viele chemische und physikalische Eigenschaften der Zeolithe sind abhSngig vom Al- 

30 Gehalt. 

Der Begriff der Zeolithe gemaB der vorliegenden Erfindung bezieht sich sowohl auf naturli- 
che als auch auf synthetische Zeolithe. 

35 Die natiirlich vorkommenden Zeolithe sind durch hydrothermale Umwandlung aus vulkani- 
schen Glasem bzw. Tuff- haltigen Ablagerungen entstanden. Nach ihren Kristallgittem las- 
sen sich die naturlichen Zeolithe einteilen in Faser-Zeolithe (beispielsweise Mordenit, 
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MOR), Blatter-Zeolithe, und die so genamten Wtirfel-Zeolithe (beispielsweise Faujasit, 
FAU, und OJffiretit, OFF). Die unterschiedlichen Zeolithe werden iiblicherweise mit Codes 
aus drei Buchstaben belegt (z.B, MOR, FAU, OFF). 

Zur Herstellung der synthetischen Zeolithe geht man von SiOa-haltigen (z.B. Wasserglaser, 
Kieselsaure-Fttllstoffe, Kieselsole) und von Al203-haltigen (z.B. Aluminiumhydroxide, A- 
luminate, Kaoline) Substanzen aus, die zusammen mit Alkalihydroxiden (meist NaOH) bei 
Temperaturen von flber 50° in wassriger Phase zu den kristallinen Zeolithen umgesetzt wer- 
den, 

Fiir den teciinischen Einsatz als Adsorptionsmittel k5nnen synthetische Zeolithe weiteren 
Modifizierungen unterworfen werden, 

Vorzugsweise soUte der Zeolith eine PorengroBe von mindestens 7 A aufweisen. Porengro- 
Be und Polaritat des Zeoliths haben Einfluss auf das Verteilungsgewicht z.B. verschiedener 
Zucker, wodurch sich z.B. die Trenneigenschaft bei einer chromatographischen Verwen- 
dung ergibt. Aluminiumarme Zeolithe sind in der Regel polarer und damit vorrangig zur 
Adsorption von Zuckem geeignet. 

Wie bereits beschrieben, konnen Zeolithe gut auf ein Trennproblem maBgeschneidert wer- 
den. Durch die primSre Herstellung kann die PorengroBe beeinfluBt werden, die Polaritat ist 
dann fiber eine Nachbehandlung durch Reduzierung des Aluminiumgehaltes variierbar. 

Bevorzugte Zeolithe gemSB der vorliegenden Erfindung sind FAU, BEA und OFF. Jewells 
vorteilhafte Eigenschaften unterschiedlicher Zeolithe im Rahmen der vorliegenden Erfihi- 
dung sind aus Beispiel 1 ersichtlich. Besonders bevorzugt ist OFF. 

Die Anreicherung mit Hilfe des Alumosilicates kann grundsatzlich auf zwei verschiedene 
Weisen erfolgen. Das Alumosilicat kann entweder die unerwttnschten FremdstofPe adsorbie- 
ren, so dass die Trehalose in der Losung verbleibt, oder es kann die Trehalose adsorbieren, 
so dass die unerwiinschten Fremdstoffe in der Losung verbleiben. In beiden Fallen ist es 
bevorzugt, wenn die Adsorption mSglichst selektiv erfolgt. 

Als Adsorber konnen Festbett-, Moving-bed- und Fluidized-bed- Adsorber zur Anwendung 
kommen. Die Adsorption kann batchweise oder kontinuierlich durchgefuhrt werden. 
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La der AusfQhrungsform, in der die Trehalose an das Alumosilicat adsorbiert wird, ergibt 
sich eine Reihe von Vorteilen. Die Zahl der notwendigen Aufarbeitungsschritte zur Isolie- 
rung von Trehalose wird durch selektive Anreicherung der Trehalose reduziert (im Gegen- 
satz zu bisherigen Verfahren zur Isolierung von Trehalose, bei denen die haufig sehr unter- 
5 schiedlichen unerwflnschten Fremdstoffe Schritt fiir Schritt abgetrennt werden). Die Anzahl 
der Nebenprodukt-ZAbfallstrome wird im Vergleich zum schrittweisen Abtreimen der uner- 
wflnschten Fremdstoffe reduziert. Die Trehalose liegt aufgrund selektiver Adsorption bereits 
nach einem primaren Anreicherungsschritt mit dem Alumosilicat in hoher Reinheit vor. 
Durch die verringerte Anzahl von Aufarbeitungsschritten und die reduzierte Anzahl von 
1 0 Nebenprodukt-ZAbfallstromen werden die Herstellungskosten reduziert. Femer kann auch 
vergleichsweise gering konzentrierte Trehalose durch selektive Anreicherung kostengunstig 
angereichert werden. 

Bevorzugte Alumosilicate sind in dieser Ausfiihrungsform daher Alumosilicate, insbesonde- 
15 re Zeolithe, an die Trehalose adsorbiert, vorzugsweise mit hoher Selektivitat gegenuber in 
der Lc)sung vorhandenen imerwunschten Fremdstoffen binden. 

Nach Adsorption der Trehalose an das Alumosilicat kaim als weiterer Schritt die Trehalose 
vom Alumosilicat eluiert werden. Das Eluieren geschieht beispielsweise durch Elution mit 
20 Methanol, Ethanol, Wasser, heiBem Wasscr (50-100 ^C), heiBem Methanol (50-65 ^C), hei- 
Bern Ethanol (50-80 °C), oder anderen geeigneten Elutionsnaitteln, beispielsweise Methy- 
lenchlorid, Acetonitril, NMP (N-Methyl-2-pyrrolidon), DMSO (Dimethylsulfoxid), nieder- 
kettige Ketone oder niederkettige Ether. Niederkettig bedeutet in diesem Zusammenhang 
eine Kettenlange von bis zu CIO, bevorzugt bis zu C6, besonders bevorzugt bis zu C4. 

25 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung betriffl ein Verfahren zur Anreicherung von 
Trehalose, bei welchem das Adsorbens im Rahmen einer chromatographischer Auftrennung 
eingesetzt wird. Bei chromatographischen Verfahren kaim die Trehalose fiber das unter- 
schiedUche Laufzeitverhalten gegentlber anderen in der L6sung vorhandenen Substanzen 
30 abgetrennt werden. Dabei entstehen Fraktionen mit Eluaten, die die Trehalose enthalten. 

Im Sinne der vorhegenden Erfindung umfasst der Begriff der Chromatographic alle bekaim- 
ten und geeigneten chromatographischen Trennverfahren, beispielsweise Festbett- 
Chromatographie, moving bed-Chromatographie und simulated moving bed- 
35 Chromatographic. Die Chromatographic kann batchweise oder kontinuierlich dxirchgefuhrt 
werden. Eine kontinuierliche Chromatographic kann beispielsweise mit HiUe eines Conti- 
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nuous Rotating Annular Chromatograph (CRAC), eines True Moving Bed Chromatograph 
(TMBC) Oder in eines Simulated Moving Bed Chromatograph (SMB) durchgefuhrt werden. 

Aus dem die Trehalose enthaltenden Eluat kann eine weitere Anreicherung oder Reinigung 
mittels weiterer geeigneter und dem Fachmiann bekannter Verfahren erfolgen. 

Beispielsweise kaim eine weitere Anreicherung oder Reinigung von Trehalose durch Fal- 
lung erfolgen. Dabei k6nnen entweder gewunschte Wertstoffe oder unerwtlnschte Fremd- 
stoffe ausgefallt werden. Die Fallung kaim unter anderem durch Zugabe eines weiteren L6- 
sungsmittels, Zugabe von Salzen oder die Variation der Temperatur eingeleitet werden. Der 
entstehende Niederschlag von Feststoffen kann durch dem Fachmann bekannte Verfahren 
abgetrennt werden. 

Beispielsweise konnen Feststoffe durch Filtration, wie Druck- und Vafcuumfiltration, abge- 
trennt werden. Moglich sind beispielsweise Kuchen-, Tiefen- und Cross-flow-Filtrationen. 
Bevorzugt wird die Cross-flow-Filtration. Besonders bevorzugt wird dabei die Mikrofiltra- 
tion zur Abtrennung von Feststoffen > 0,1 \im. 

Eine weitere Moglichkeit zur Abtrennung von Feststoffen besteht in Sedimentation 
und/oder Zentrifiigation. Zur Zentrifugation kSnnen verschiedenartige Bauformen eingesetzt 
werden, beispielsweise Rohren- und Korbzentrifugen, im speziellen Schub-, Stulpfilterzent- 
rifugen und Tellerseparatoren. 

Als weiterer Anreicherungs- oder Reinigungsschritt kann eine Behandlung mit Aktivkohle 
oder mit lonenaustauschem (Anionenaustauschem und/oder Kationenaustauschem) durch- 
gefiihrt werden. Solche Verfahrensschritte sind aus dem Stand der Technik bekaimt (siehe 
beispielsweise US 5,441,644, US 5,858,735, und EP 0 555 540 Al). 

Weitere MQglichkeiten zur Anreicherung, insbesondere zur Reinigung, bestehen in der An- 
wendung von Mikro- und Ultrafiltration (beispielsweise als Kuchen-, Tiefen- und Cross- 
flow-Filtrationen) sowie in der Reversosmose. Dabei konnen u.a. mikroporose, homogene, 
asymmetrische und elektrisch geladene Membranen eingesetzt werden, die nach bekannten 
Verfahren erzeugt werden. Typische Werkstoffe far Membtranen sind Celluloseester, Ny- 
lon, Polyvinylchlorid, Acrylnitril, Polypropylen, Polycarbonat und Keramik. 

Der Einsatz der Membranen kann beispielsweise als Plattenmodul, Spiralmodul, Rohrbun- 
del und Hohlfasermodul erfolgen. Daneben ist die Verwendung fliissiger Membranen mog- 
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lich. Die Trehalose kaim sowohl feedseitig angereichert und iiber den Retentatstrom abge- 
fuhrt als auch feedseitig abgereichert und uber den Filtrat-ZPermeatstrom abgefiibrt werden. 

Zur weiteren Anreicherung von Trehalose, insbesondere der Reinigung und Konfektionie- 
5 rung, konnen verschiedene dem Fachmann bekannte Methoden eingesetzt werden. 

Bin bevorzugtes Verfahren ist dabei die Kxistallisation. Kristallisation kann beispielsweise 
durch Kiihlung, Verdanapfung, VakuunoJcristallisation (adiabate Kuhlung), Reaktionskristal- 
lisation und Aussalzen erreicht werden. Die Kristallisation kann z.B. in geruhrten und unge- 
10 ruhrten Kesseln, im Direkt-Kontakt- Verfahren, in Verdampfungskristallisatoren, in Vaku- 
umkristallisatoren absatzweise oder kontinuierlich z.B. in Zwangsumlauf-Kristallisatoren 
(Swenson forced-circulation crystaller) oder Wirbelschicht-Kristallisatoren (Oslo-type). 
Auch fraktionierte JCristalUsation ist moglich. 

15 Die Kristallisation von Trehalose ist dem Fachmann grundsatzlich vertraut und ist, ein- 
schlieBIich der Kristallisation aus wassrigen Losungen, ausfuhrlich beschrieben worden 
(siehe auch Spalten 4 und 5 in US 5,441,644). So kann die Kristalhsation beispielsweise 
durch vorherige Ultrafiltration erleichtert werden. 

20 Eine besonders typische Methode zur Kristallisation von Trehalose ist die Kuhlungskristal- 
lisation aus geeigneten Losungsmitteln, beispielsweise Ethanol, Methanol, Wasser, Methy- 
lenchlorid, Acetonitril, NMP, DMSO, niederkettige Ketone oder niederkettige Ether, Nie- 
derkettig bedeutet in diesem Zusammenhang eine Kettenlange von bis zu CIO, bevorzugt 
bis zu C6, besonders bevorzugt bis zu C4. 

25 

Eine andere Kristallisationsmethode ist die Fallungskristallisation. Dabei liegt die Trehalose 
beispielsweise in Wasser vor und wird dann durch Zugabe eines Losungsmittels geringerer 
Loslichkeit, beispielsweise eines niederkettigen Alkohols oder eines niederkettigen Ketons, 
ausgefallt. Niederkettig bedeutet in diesem Zusammenhang eine Kettenlange von bis zu 
30 CIO, bevorzugt bis zu C6, besonders bevorzugt bis zu C4. 

Die Kristallisation kann durch Zugabe geringer Mengen von Trehalose-Kristallen beschleu- 
nigt werden, wobei die Trehalose-Kristalle als Kristallisationskeime dienen. 



35 



Weitere Verfahren zur weiteren Anreicherung von Trehalose, insbesondere zur Reinigung 
und Konfektionierung, ist die Trocknung. Es existieren Verfahren zur Konvektionstrock- 
nung wie z.B. Trockenofen, Tunneltrockner, Bandtrockner, Scheibentrockner, Jettrockner, 
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Wirbelschichttrockner, beliiftete sowie rotierende Trommeltxockner, und Spriihtrocknung. 
Bin bevorzugtes Veifahren im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist die Spriihtrockung. 
Weitere Verfahren nutzen die Kontakttrocknung, wie z.B. Schaufeltrockner, Ebenso kann 
Warmestrahlung (Infrarot) wie auch dielektiische Energie (Mikrowellen) zur Trocknung 
5 genutzt werden. Einen weiteren Bereich stellt die Vakuum- bzw. Gefriertrocknung dar. 
MSglich ist auch die Eindampfung, d.ti. eine Trocknung, die zu einer Anreicherung, aber 
nicht notwendigerweise bis zur Trockne ftthrt. 

Bin weiteres Verfahren zur weiteren Anreicherung von Trehalose, insbesondere zur Reini- 
1 0 gung und Konfektionierung, ist die Nanofiltration, Dabei wird die Trehalose ganz oder teil- 
weise auf der Retentatseite zuriickgehalten und damit angereichert. 

Es ist fur den Fachmann ersichtlich, dass die genannten weiteren Anreicherungsschritte so- 
wohl vor als auch nach der erfindungsgem^en Behandlung mit dem Alumosilicat erfolgen 
15 konnen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
Anreicherung von Trehalose aus Losungen, die der enzymatischen Trehalose-Synthese ent- 
stammen. Enzymatische Trehalose-Synthese ist dem Fachmann bekannt (siehe beispielswei- 
20 se Schkaldi et al. (2002), Trehalose Production: Exploiting Novel Approaches. Trends in 
Biotechnology, voL 20 (10), Seite 421-425, sowie US 5,919,668 und EP 0 990 704 A2). 

In einer weiteren Ausfuhrungsform sind die Losungen Fermentationsbriihen. 

25 Fermentationsbriihen im Sinne der vorliegenden Erfindung entstehen bei der Kultur von 
eukaryotischen und prokaryotischen Zellen, insbesondere von Mikroorganismen (beispiels- 
weise Bakterien, Hefen oder andere Pilze). 

Bevorzugte Mikroorganismen bei der Synthese von Trehalose sind Saccharomyces spec, 
30 insbesondere Saccharomyces cerevisiae; Bacillus spec; Candida spec, insbesondere Candi- 
da fermentii; Escherichia coli; Corynebacterium spec, insbesondere Corynebacterium glu- 
tamicum, Corynebacterium acetoacidofimm (z.B. ATCC 13870), Cor)mebacterium liliiun 
(z.B. ATCC 15990) und Corynebacterium melaseccola (z.B. ATCC 17965); Pseudomonas 
spec; Nocardia spec; Brevibacterium spec, insbesondere Brevibacterium lactofermentum 
36 (z.B. ATCC 13869), Brevibacterium flavum (z.B. ATCC 14067), und Brevibacterium diva- 
ricatium (z.B. ATCC 21642); Arthrobacter spec, insbesondere Arthrobacter sulfureis (z.B. 
ATCC 15170), Arthrobacter citoreus (z.B. ATCC 11624); Aspergillus spec; Streptomyces 
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Spec; Microbacterium spec, insbesondere Mikrobacterium ammoniaphylum (z.B. ATCC 
15354); Pichia spec; Filobasidium spec, insbesondere Filobasidium floriforme. 

Weitere geeignete Mikroorganismen sind dem Fachmann bekannt, siehe beispielsweise 
5 Miyazaki, J.-L, et al. (1996)., Trehalose acumulation by a basidiomycotinous yeast, Filo- 
basidium florifomie. Journal of Fermentation and Bioengineering, vol. 81 (4), Seiten 315- 
319. 

Varianten dieser Stamme, die durch Mutation oder gentechnische Modifikation abgeleitet 
1 0 sind, Oder die eine verstarkte Trehalose-SyntheseMugkeit haben, sind auch im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung einsetzbar. 

Die Rultur der Mikroorganismen kann auch unter Zugabe geeigneter Antibiotika erfolgen, 
beispielsweise zum Induzieren der Trehalose-Synthese durch Zugabe eines P-Lactam-Ring- 
15 Antibiotikums. 

Die Fermentationsbriihe enthalt dabei zunachst sowohl die Zellen, als auch das Kulturmedi- 
um. Je nach Art der Fermentation kann ein signifikanter Teil der Trehalose intrazellular 
akkumulieren. In diesem Fall ist es sinnvoU, die verwendeten Zellen aufzuschlieBen und die 
20 Trehalose mit geeigneten Verfahren zu extrahieren. Geeignete Verfahren, beispielsweise 
Ultraschall-Behandlung, Behandlung mit Detergentien, alkalische Lyse, und/oder Extrakti- 
on mit Alkohol oder Trichloressigsaure sind dem Fachmann bekannt (JP 07 000 190, US 
5,441,644) 

25 In den FermentationsbrUhen finden sich in der Kegel erhebliche Mengen an Feststoffen, die 
vorzugsweise zunSchst abgetrennt werden sollten. 

Der Begriff der Feststoffe umf asst im vorliegenden Zusammenhang auch Zellen und zelluia- 
re Bestandteile wie NukleinsSuren und Proteine, Zur Abtrennung von Feststoffen, insbeson- 

30 dere von zellularen Bestandteilen, ist es vorteilhaft, diese zunachst zu agglomerieren. Das 
kann mit beliebigen geeigneten Verfahren erfolgen, allerdings soUte dabei ein Abbau der 
Trehalose (beispielsweise durch Hydrolyse) weitgehend vermieden werden. Geeignete Me- 
thoden umfassen beispielsweise Alkali-Behandlung, beispielsweise Ca(OH)2~Behandlung, 
oder Erhitzen. Vorteilhafterweise werden dabei auch mSglicherweise vorhandene Enzyme 

35 mit Trehalase-Aktivitat inaktiviert. 
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Die Abtxennung der Feststoffe kaon dann mit dem Fachmaim bekannten geeigneten Verfah- 
ren erfolgen. Beispiele fiir solche Verfahren wurden bereits oben genannt. 

Das vorliegende Verfahren ist auch geeignet. Trehalose aus Losungen, insbesondere Fer- 
mentationsbriihen, anzxireichem, in denen Trehalose in geringen Konzentxationen vorliegt, 
insbesondere weniger als 15 Gewichtsprozent gemessen am Trockengewicht der Fennenta- 
tionsbruhe. 

Typischerweise betragt die Konzentration von Trehalose zwischen 3 und 8 Gew.-% gemes- 
sen am Trockengewicht der Fermentationsbruhe. Nach Abtrennung eines anderen Wertpro- 
duktes, beispielsweise Lysin, kann der Massenanteil der Trehalose auf 10-20 Gew.-% ge- 
messen am Trockengewicht der verbleibenden Fermentationsbruhe steigen. Geht man auch 
von einer Abtrennung der Biomasse als unlosliche Bestandteile aus, dann betragt die Kon- 
zentration der Trehalose 20-40 Gew.-% gemessen am Trockengewicht der Fermentations- 
bruhe. 

Daher betrifft eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung auch ein Verfahren zur Anrei- 
cherung von Trehalose aus Fermentationsbruhen in denen Trehalose in einer Konzentration 
weniger als 15 Gewichtsprozent gemessen am Trockengewicht der Fermentationsbruhe vor- 
liegt. 

Bei vielen Fermentationen entstehen mehrere Wertprodukte. Haufig entsteht auch Trehalose 
als weiteres Wertprodukt. Ein Problem liegt jedoch darin, dass Anreicherungs- oder Reini- 
gungsverfahren fur fermentativ hergestellte Substanzen speziell an das jeweilige Wertpro- 
dukt angepasst ist (wie beispielsweise Reinigung xiber lonenaustauscherchromatographie bei 
AminosSuren oder organischen Sauren), Nach der Anreicherung des ersten Wertproduktes 
liegen andere Wertprodukte wie Trehalose namlich in einer Umgebung vor, die die Anrei- 
cherung der weiteren Wertprodukte erschwert. Ein Beispiel sind hohe lonenkonzentrationen 
nach Elution von Aminosauren von lonenaustauschermatrices). Das ist im Fall von Trehalo- 
se besonders problematisch, da Trehalose keine speziellen chemischen Eigenschaften hat 
(wie beispielsweise geringe Loslichkeit in wassrigen Losungen oder elektrische Ladung), 
die sich zu einer einfachen Anreicherung eignen. Daher wird die Trehalose haufig mit dem 
Abfallstrom aus der Fermentation entsorgt. 

Es ist daher eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Trehalose als weiteres Wert- 
produkt aus Fermentationsbruhen aufzuarbeiten, aus denen vorher oder nachher ein erstes 
Wertprodukt aufgearbeitet wurde oder wird. 
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In einer weiteren Ausfiihrungsfomi betrifft die vorliegende Erfindung daher ein Verfahren 
zur Anreicherung von Trehalose als einecni weiterem Wertprodukt aus Fermentationsbriihen, 
aus denen mindestens ein erstes Wertprodukt gewonnen wurde oder wird, enthaltend die 
Schritte Abtrennen von Feststoffen und Anreicherung der Trehalose nut Hilfe eines Adsor- 
5 bens, dadurch gekennzeichnet, dass das Adsorbens ein Alumosilicat ist. 

Das vorliegende Verfahren zeichnet sich dadurch aus, dass es gegenttber den Eigenschaften 
der Losung, in der die Trehalose vorliegt, in besonderem MaBe tolerant ist. Daher kann das 
erfindungsgemaBe Verfahren auch eingesetzt werden, wenn die Trehalose in einer Umge- 
1 0 bung vorliegt, die die Anreicherung normalerweise erschweren wflrde. 

Umgekehrt wird die Losung, in der die Trehalose vorliegt, mit dem vorliegenden Verfahren 
besonders schonend behandelt, so dass auch nach der Anreicherung der Trehalose ein weite- 
res Wertprodukt gewonnen werden kann. 

15 

Daher kann die Gewinnung der Trehalose vor, nach, oder gleichzeitig mit dem ersten Wert- 
produkt geschehen. 

Wertprodukte im Sinne der vorliegenden Erfindung umfassen beispielsweise organische 
20 Sauren, proteinogene und nicht proteinogene Aminosauren, Nucleotide und Nucleoside, 
Lipide und Fettsauren, Diole, Kohlehydrate, aronaatische Verbindungen, Vitamine und Co- 
Faktoren, Speicherstoffe wie beispielsweise PHA (Polyhydroxyalkanoate) oder PHB (Poly- 
hydroxybutyrate), sowie Proteine und Peptide (beispielsweise Enzyme). 

25 Bin bevorzugtes erstes Wertprodukt gemaB der vorliegenden Erfindung ist die AnunosSinre 
Lysin. 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich femer auf die von Alumosilicaten, insbesondere 
Zeolithen, in einem der Verfahren, die in dieser Beschreibung oder den Ausfuhrungsbeispie- 
30 len genannt sind. 

In den Ausfuhrungsbeispielen werden weitere Verfahren gezeigt, die geeignet sind. Treha- 
lose aus Fermentationsbriihen aufzureinigen, aus welchen vorher ein anderes Wertprodukt 
gewonnen wurde. 

35 



Die Zeichnungen und Beispiele dienen der naheren Illustration der Erfindung. 
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Fig. 1 die Selektivitat (s) von Zeolithen fur Saccharose (sac) und Maltose (malt) relativ 
zu Trehalose (tre). 

Fig. 2 die Selektivitat (s) fiir Saccharose (sac) und Maltose (malt) relativ zu Trehalose, 
in Bezug zur PorengrSBe (p) ausgewShlter Zeolithe 

Bestimmung der PorengroBe: Raumfiillende atomzentrierte Kugeln werden ver- 
wendet, um die van der Waals-Volumina fur die Atome darzustellen, wobei die 
Radien der Kugeln den van der Waals-Radien entsprechen, wie sie im MSI Pro- 
gram Materials Studio definiert sind. Bin VergrSBerungsfaktor von 0,9 wird auf 
die van der Waals-Radien der Atome in der Zeolith-Pore angewendet und ein 
Helium Atom wird daim im Zentrum der Pore platziert. Der VergroBerungsfak- 
tor fiir den Helium vaa der Waals-Radius wird von Hand optimiert, bis das ver- 
groBerte raumfiillende Volumen des Helium- Atoms mit den raumfuUenden Vo- 
lumina der Zeolith-Pore in Kontakt kommt. Dieser Helium- VergroBerungsfaktor 
wird als VergroBemngsfaktor der Pore (PorengroBe) verwendet. 

Fig. 3 die Selektivitat (s) fiir Kohlenwasserstoffe in Bezug zur PorengroBe (p) ausge- 
wShlter Zeolithe 



Beispiel 1 

Um die Diffusion von Zuckem in verschiedenen Zeolithen quantitativ zu vergleichen, wer- 
den theoretische Berechnungen durchgefuhrt. Dabei werden konventionelle molekulardy- 
namische Simulationen entlang einer Diffiisionskoordinate durchgefuhrt. Dabei wird die 
Diffusionskoordinate durch eine Meine treibende Kraft bestimmt, die entlang der Achse der 
weitesten Pore beziehungsweise des weitesten Kanals angelegt wird. Dies simuliert den 
Effekt eines Konzentrationsgradienten. 

Zunachst wird untersucht, ob die Simulation qualitativ richtige Ergebnisse liefert. Dazu 
werden die errechneten Diffusionszeiten fur Maltose und Saccharose in FAU und BEA mit 
experimentellen Messungen verglichen. GemaB den Berechnungen diffundiert Maltose 
deutlich langsamer als Trehalose und Saccharose durch FAU (siehe Tabelle 1). Dies ist in 



wo 2005/090375 



-15- 



PCT/EP2005/002936 



Ubereiastimmung mit den experimentellen Daten, die zeigen, dass Maltose eine deutlich 
niedrigere Adsoiptionsfahigkeit hat als Saccharose. 

Fiir BEA wird errechnet, dass Saccharose im Rahmen der verwendeten Zeitskala tiberhaupt 
5 nicht durch den ZeoUthen wandert (siehe Tabelle 2). Dieser Effekt Oceine Adsorption) ist 
ein allgemeines Kennzeichen far andere 1-2 Fru-Disaccharide, die experimentell gemessen 
wrrden. Aus diesen Ergebnissen fiir BEA und FAU wird geschlossen, dass die Berechnung 
qualitativ korrekte Vorhersagen fiir die relative ,JLaslichkeit" von Maltose und Saccharose 
in FAU und BEA liefert. 

10 

Zunachst wird eine Liste von Kandidaten fiir geeignete Zeolithen zur Trennung von Treha- 
lose, von Maltose und Saccharose gebildet (Tabelle 1). 



Taibelle 1: 





TatsSchliche Zusammensetzung 


Berechnete Zusammensetaung 


DON 


rSi640i28].2(Cp*)2CoFo.75(OH)o.25) 


Si64C>128 


EMT 


Na2i ( 1 8-crown-6)n[Al2iSi750i92] 


Al2lSi750i92 


CFI 


rSi32064] 


Si32064 


MOR 


Na8[Al8Si4o096].24H20 


Si40O96 


MAZ 


(Na2,K2,Ca,Mg).<irAlioSi26072].28H20 


AlioSi26Q72 


OFF 


(Ca,Mg)i.5KrAl4Sii4036]. I4H2O 


SilgOse 


FAU 


(Na2,Ca,Mg)29rAl58Sii34O384l.240H2O 


Al96Si960384 


BEA 


Na„[AlnSi64-nOl28] 


Si640i28 



15 

Molekulardynamische Simulationen werden dann mit diesen Zeolithen fiir aUe 3 Zucker 
durchgefuhrt. Auf diese Weise kann die relative Selektivitat der Zucker im HinbUck auf die 
Diffusion durch die entsprechenden KanSle berechnet werden. 

20 

Die molekulardynamischen Kraftfeldsimulationen werden in einem mikrokanonischen En- 
semble bei 298 K durchgefuhrt. Die lelativen Zeiten werden fiir Molekiile gemessen, die 
durch eine elektrostalische Kraft durch eine Pore in der Zeolithenstruktur getrieben werden. 
Die Kraft wird dadurch generiert, dass die Koordinaten eines geladenen Heliumatoms auf 
25 der gegenUberliegenden Seite der Poie des Molekifls fixiert werden, wobei das Molekiil 
dann gleichmaBig auf jedem Atom mit einer entsprechenden Gegenladung beladen wird. 
Zum Beispiel wird den 5 Atomen der Trehalose, die dem Helium am nachsten sind, jeweils 
eine Ladung von -0,3 q zugeordnet, wahrend das Heliumatom eine Ladung von +1,5 q hat 
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Die verbleibenden Atome in dem System sind imgeladen. Die Selektivitat in Fig. 1 wird 
gemaB der folgenden Formel berechnet: 

Selektivitat = hiehahse^ ^ wohoi t2ucker= 8000 ps, wenn tzucker > 8000 ps 

^Zwcker 

5 

Die errrechneten Difftisionszeiten fur die Zucker sind in Tabelle 2 aufgelistet 



Tabelle 2: 





Trehalose 


Saccharose 


Maltose 


FAU 


1500 


2400 


8000 


BEA 


1500 


8000 


3900 


DON 


2400 


4400 


2700 


EMT 


5100 


4500 


3000 


CFI 


1700 


1200 


1200 


MOR 


2400 


1600 


1950 


MAZ 


1800 


1700 


1800 


OFF 


2000 


8000 


8000 



10 

Eine graphische Darstellung der Selektivitat ist in Fig. 1 dargestellt. Aus Fig. 1 wird deut- 
lich, dass die einzelnen Zeolithe unterschiedliche Fahigkeiten haben, Trehalose aus einer 
Mischung von Zuckem zu trennen. Am vielseitigsten scheint OFF (Offretit) zu sein, wel- 
ches kein Aluminium enthalt und Trehalose deutlich gegeniiber den anderen beiden Zuckem 
15 bevorzugt. FAU und BEA zeigen ebenfalls eine hohe relative Selektivitat fur Trehalose, 
zeigen aber auch eine gewisse Selektivitat fiir Saccharose und Maltose. 

Beispiel 2 

Anreichemng von Trehalose durch Fallung mit Calciumhydroxid, Zentrifiigation anschlie- 
20 Bender Aktivkohlebehandlung und Trocknung des Rtickstandes 

1 L Lysin-Fermentationsbruhe werden nach Abtrennung des Lysins auf einem lonentau- 
scher mit 250 g festem Calciumhydroxid versetzt. Nach 4-stQndigem Rtihren wird die Sus- 
pension in einer Laborzentrifuge 10 min mit 3000 g zentrifugiert. Durch dieses Vorgehen 
25 werden aus der tiefbraunen Fermentationsbriihe 800 mL eines gelblich gefarbten Uberstands 
gewonnen, der 7,6 g der urspriinglich eingesetzten 8 g Trehalose enthalt. Zur weiteren Rei- 
nigung dieses Uberstandes werden 400 g pulverisierte Aktivkohle zugegeben. Nach 12- 
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stundiger Inkubation bei RT wird die Aktivkohle uber einen Faltenfilter abgetrennt. Dabei 
werden 650 mL eines leicht gelblichen Filtrats gewonnen, welches insgesamt 6,3 g Trehalo- 
se enthalt. AbschlieBend wird das Filtrat gefiriergetrocknet. Der verbliebende Riickstand von 
9,7 g hat einen Trehalosegehalt von 64,9 Gew%. 

5 

Beispiel 3 

Anreicherang von Trehalose durch Fallung mit Calciumhydroxid, Filtration, anschUefiender 
Aktivkohlebehandlung und Trocknung des Ruckstandes 

10 

Im Gegensatz zu Beispiel 2 werden nach der Calciumhydroxidfallung die gebildeten Fest- 
stoffe durch Filtration abgetrennt Dadurch werden 730 mL eines gelblich gefarbten Filtra- 
tes gewonnen. Das weitere Vorgehen erfolgt analog zu Beispiel 2, wodurch 8J g Trocken- 
ruckstand mit 66,2 Gew% Trehalosegehalt gewonnen werden konnen. 

15 

Beispiel 4 

Anreicherang von Trehalose durch thermisch induzierte Fallung, Cross-Flow-Filtration, 
anschlieBende Aktivkohlebehandlung und Trocknung des Ruckstandes 

20 Beispiel 5 

Anreicherang von Trehalose dvirch Fallung mit Calciumhydroxid, Zentrifugation anschlie- 
Bender Aktivkohlebehandlung und Trocknung des Ruckstandes (Briihe aus neuer Aufarbei- 
tung) 

25 1 L Lysin-FermentationsbrQhe werden nach Abtrennung des Lysins auf einem lonentau- 
scher (Trehalosegehalt: 11 g/L) mit 100 g festem Calciumhydroxid versetzt. Nach 4- 
stundigem Riihren wird die Suspension m einer Laborzentrifuge 10 min mit 3000 g zentri- 
fugiert. Zu den hierdurch erhaltenen 800 mL eines dunkelbraun gefdrbten Uberstands wer- 
den 20 g Aktivkohle gegeben und 19 h bei RT inkubiert. Die Aktivkohle wird durch Filtra- 

30 tion abgetrennt Das Filtrat enthalt 8.9 g Trehalose. Durch Eindampfen im Vakuum werden 
72.6 g eines dunkelbraunen, klebrigen Ruckstands mit einem Trehalosegehalt von 10.4 
Gew.-% erhalten. 

Beispiel 6 

35 Anreicherang von Trehalose durch Adsorption auf Aktivkohle und Desorption mit Metha- 
nol 
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100 mL einer Trehalose enthaltenden Fennentationsbruhe (Gehalt 9.76 g/L) werden mit 
10 g Aktivkohle (CPG 12x40) 16 h bei RT geschuttelt. Nach Absaugen uber eine Schlitz- 
siebnutsche wird die Aktivkohle mit 100 mL Methanol 60 h bei RT geschuttelt. Nach emeu- 
tem Abfiltrieren wird das Filtrat am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Der brau- 
5 ne Ruckstand von 1 . 1 g enthalt 300 mg Trehalose (27 Gew.-%). 

Beispiel 7 

Anieicherung von Trehalose durch Adsorption auf Aktivkohle und Desorption mit Ethanol 
unter Kiihlungskristallisation 

10 

300 mL einer TrehaloselSsung (Gehalt 9.25 g/L) werden mit 20 g Aktivkohle 18 h bei RT 
geschuttelt. Nach Absaugen fiber eine Schlitzsiebnutsche wkd die Aktivkohle mit 300 mL 
Ethanol versetzt xmd 15 h unter RuckfluB gerOhrt. Die Aktivkohle wird heiB abfiltriert und 
das Filtrat auf 0-5 °C abgekfihlt, wobei die Trehalose auskristallisiert. Nach Absaugen wer- 
15 den 1.3 g Trehalose als leicht graue Kristalle erhalten, das Filtrat wird am Rotationsver- 
dampfer bis zur Trockne eingeengt iind enthalt 0.1 g Trehalose als weiBe Kristalle. 

Die Aktivkohle wird nach der Filtration 16 h bei RT mit 300 mL MeOH geschuttelt, abfilt- 
riert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt, dadurch werden weitere 0.5 g Tre- 
20 halose als fast weiBe Kristalle erhalten. 

Beispiel 8 

Anreicherung von Trehalose durch Adsorption auf Kieselgel und Desorption mit Methanol 

25 100 mL einer Trehalose enthaltenden Fermentationsbriihe (Gehalt 14 gfL) werden mit 10 g 
Kieselgel (MR3482) 19 h bei RT geschuttelt. Nach Absaugen fiber eine Glasflltemutsche 
wird das Kieselgel mit 100 mL Methanol 16 h bei RT geschtittelt. Nach emeutem Abfiltrie- 
ren wird das Filtrat am Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt Der braune Ruckstand 
von 1.5 g enthalt 110 mg Trehalose (7 Gew.-%). 
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Patentanspriiche 

1, Verfahren zur Anreicherung von Trehalose aus Losungen, bei welchem die Anreiche- 
rang mit Hilfe eines Adsorbens erfolgt, dadurch gekennzeichnet, dass das Adsorbens 

5 ein Alumosilicat ist. 

2. Verfahren gcmSR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Alumosilicat ein 
Zeolith ist. 

10 3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Trehalose an 
das Alimiosilikat adsorbiert wird. 

4. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 2 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Zeolith ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus FAU, BEA, DON, EMT, CFI, 

1 5 MOR, MAZ, und OFF. 

5. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das Ad- 
sorbens im Verlauf eines chromatographischen Verfahrens eingesetzt wird. 

20 6. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die L6- 
sung aus einer enzyntiatischen Trehalose-Synthese stanamt. 

7. Verfaliren zur Anreicherung von Trehalose aus Fermentationsbruhen, enthaltend die 
Schritte Abtrennen von Feststoffen und Anreicherung der Trehalose mit Hilfe eines 

25 Adsorbens, dadurch gekennzeichnet, dass das Adsorbens ein Alumosilicat ist. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Alumosilicat ein 
Zeolith ist. 

30 9. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass aus der Fermentations- 
briihe mindestens ein weiteres Wertprodukt auBer Trehalose abgetrennt wird. 

10. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Fermentationsbruhe aus einer Fermentation mit mindestens einem Mikroorganismus 
35 aus der Gruppe bestehend aus Saccharomyces spec, Candida spec, Escherichia coli, 

Corynebacterium spec, Corynebacterium glutamicum, Pseudomonas spec, Nocardia 
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Spec, Brevibacterium spec, Arthrobacter spec, Stereptomyces spec, Microbacterium 
spec, Aspergillus spec. Bacillus spec, Pichia spec und Filobasidium spec stammt. 

11. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Trehalose in der Fermentationsbnihe in einer Konzentration von weniger als 15 Ge- 
wichtsprozent gemessen am Trockengewicht der Fermentationsbrilhe vorliegt. 

12. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Verfahren mindestens einen weiteren Schritt aus der Gmppe bestehend aus Akdvkoh- 
lebehandlung. Ultrafiltration, und lonenaustauscherbehandlung umfasst 



wo 2005/090375 



FIG.1 



1/3 



PCT/EP2005/002936 




wo 2005/090375 



PCT/EP2005/002936 




wo 2005/090375 



FIG.3 



PCT/EP2005/002936 




INTEBNATIONAL SEARCH REPORT 



Intern^l^a) Application No 

PCT/EP2005/002936 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C07H3A)4 



According to International Patent Classification (IPC) or to botli national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 C07H 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included In the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO-Internal, CHEM ABS Data, WPIData 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



DATABASE CHEMABS 

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, 
OHIO, US; "Preparation of trehalose from 
fermented waste" 
XP002337484 

Database accession no. 136:199338 
at^sty^ act 

& CN 1 309 131 A (INST OF MICROBIOLOGY, 
CHINESE ACADEMY OF SCIENCES; INST. OF 
MICROBIOLO) 22 August 2001 (2001-08-22) 



1,2,4-12 



EP 0 625 578 A (SUEDZUCKER 

AKTIENGESELLSCHAFT MANNHEIM/OCHSENFURT) 

23 November 1994 (1994-11-23) 

page 4, line 49 - page 4, line 51; example 

5 



-/-- 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



**-Speclal categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

'E' earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim (s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

■O' document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

■P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



■y later document published after the international filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

•X' document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an Inventive step when the document Is taken alone 

■Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the International search 



22 July 2005 



Date of mailing of the international search report 



10/08/2005 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



BardTH, W 



Form PCT/ISA/aiO (second sheet) (January 2004) 



IN-CERNATIONAL SEARCH REPORT 



inter^l^n 

PCTTEf 



nal Application No 

PCT7EP2005/002936 



C.(Continuation} DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category " Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



A 
A 



DE 196 14 609 Al (EPISUCRES S.A., ERSTEIN. 
FR) 16 October 1997 (1997-10-16) 

EP 0 636 693 A (KABUSHIKI KAISHA 
HAYASHIBARA SEIBUTSU KAGAKU KENKYUJO) 

1 February 1995 (1995-02-01) 

page 10, line 55 - page 11, line 2 

EP 0 919 564 A (KABUSHIKI KAISHA 
HAYASHIBARA SEIBUTSU KAGAKU KENKYUJO) 

2 June 1999 (1999-06-02) 



Form PCT/lSA/210 (continuation of second sheet) (January 2004) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ormatlon on patent family members 



Interspinal Application No 

PCT/EP2005/002936 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Pubiication 



CN 1309131 



22-08-2001 NONE 



EP 0625578 



23-11-1994 



AT 




T 
f 


1 f;„n7— 1 QOA 

lO \J / X)7^0 


All 






Oi;— m —1 QQA 


AU 
rXU 


6104094 


A 

jTV 


1 n-1 1 -1 QQZl 


DE 


9321600 


Ul 


06-04-2000 


DE 


59303142 


Dl 


08-08-1996 


DK 


625578 


T3 


11-11-1996 


EP 


0625578 


Al 


23-11-1994 


- ES 


2089691 


T3 


01-10-1996 


GR 


3020742 


T3 


30-11-1996 


IL 


109569 


A 


10-03-1998 


JP 


7051079 


A 


28-02-1995 


US 


5578339 


A 


26-11-1996 



DE 


19614609 


Al 


16-10- 


-1997 


NONE 








EP 


0636693 


A 


01-02- 


-1995 


JP 


3633648 


62 


30-03-2005 












OP 


7170977 


A 


11-07-1995 












AU 


676326 


B2 


06-03-1997 












AU 


6756994 


A 


02-02-1995 












CA 


2128372 


Al 


21-01-1995 












CN 


1106065 


A 


02-08-1995 












EP 


1085096 


A2 


21-03-2001 












EP 


0636693 


A2 


01-02-1995 












IL 


110334 


A 


27-12-1998 












IL 


120221 


A 


06-12-1998 












IL 


121945 


A 


01-06-2000 












IL 


127522 


A 


22-12-1999 












OP 


2004313204 


A 


11-11-2004 












TW 


414807 


B 


11-12-2000 












US 


5538883 


A 


23-07-1996 












us 


5736380 


A 


07-04-1998 












us 


5965411 


A 


12-10-1999 












us 


6090792 


A 


18-07-2000 


EP 


0919564 


A 


02-06- 


■1999 


OP 


11116588 


A 


27-04-1999 












DE 


69815476 


Dl 


17-07-2003 












DE 


69815476 


12 


06-05-2004 












EP 


0919564 


A2 


02-06-1999 












TW 


526083 


B 


01-04-2003 












us 


6200783 


Bl 


13-03-2001 



Form PCT/JSA/210 (patent family annex) (January 2004) 



INTERNATIONAL£R RECHERCHENBERICHT 



Intern^^ales Aktenzeichen 

PCT/EP2005/002936 



A. KLASSIFIZIERUNQ DES ANMELDUNGSQEGENSTANDES 

IPK 7 C07H3/04 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MIndestprQfstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssynnbole ) 

IPK 7 C07H 



Recherchierte aber nichl zum MIndestprufstoff gehSrende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. venwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , CHEM ABS Data, WPI Data 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie** Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



DATABASE CHEMABS 

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, 
OHIO, US; "Preparation of trehalose from 
fermented waste" 
XP002337484 

Database accession no. 136:199338 
Zusammenfassung 

& CN 1 309 131 A (INST OF MICROBIOLOGY, 
CHINESE ACADEMY OF SCIENCES; INST. OF 
MICROBIOLO) 22. August 2001 (2001-08-22) 



1,2,4-12 



EP 0 625 578 A (SUEDZUCKER 
AKTIENGESELLSCHAFT MANNHEIM/OCHSENFURT) 
23. November 1994 (1994-11-23) 
Seite 4, Zeile 49 - Seite 4, Zeile 51; 
Bei spiel 5 



-/-- 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilie 



" Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen : 

"A* Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik deflnlert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

'E' giteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem intemationaten 
Anmeldedatunfi veroffentiicht worden ist 

■L" Ver&ffentWchung, die geeignet Ist, einen Pmrltatsansprisch zweifelhaft er~ 
scheinen zu iassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen Im Recherchenberlcht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grand angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

'O* Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Aussteilung oder andere I\/Iai3nahmen bezieht 

'P' Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum ver6ffentlicht worden ist 



'T* Spatere Veroffentlichung, die nach dem Internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prforitdtsdafum verdfTentllcht worden Ist und mft der 
Anmeldung nicht koilidiert, sondern nur zum VerstSndnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorle angegeben ist 

■X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann ailein aufgrund dieser Verdffentiichung nicht ats neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

■Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung f Qr einen Fachmann nahellegendlst 

"&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie Ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



22. Juli 2005 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



10/08/2005 



Name und Postanschrlft der internationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswiik 
Tel. (+31^70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nJ, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtlgter Bediensteter 



BardHi, W 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Januar 2004) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intern^l^ales Aktenzeichen 

PCT^P2005/002936 



C.(Fortset2ung) ALS WESENTLfCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategoiie*' Bezelchnung der Veroffentllchung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



A 

A 



DE 196 14 609 Al (EPISUCRES S.A., ERSTEIN, 
FR) 16. Oktober 1997 (1997-10-16) 



EP 0 636 693 A (KABUSHIKI KAISHA 
HAYASHIBARA SEIBUTSU KAGAKU KENKYUOO) 
1. Februar 1995 (1995-02-01) 
Se1te 10, Zeile 55 - Seite 11, Zeile 2 



EP 0 919 564 A (KABUSHIKI KAISHA 
HAYASHIBARA SEIBUTSU KAGAKU KENKYUJO) 
2. Juni 1999 (1999-06-02) 



FonDblatt PCT/)SA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Januar 2004) 



INTERNATIONALEBJ^ECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentlichung^aie zur selben Patentfamilie gehoren 



Im Recherchenberlcht 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
Verdffentlichung 



Intem|M|ales Aktenzeichen 

PCT/EP2005/002936 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Veroffentlichung 



CN 


1309131 


A 


22- 


-08- 


-2001 


KEINE 








EP 


0625578 


A 


23- 


-11- 


-1994 


AT 


JL, *T W 


T 

1 
















AU 






oc_m -iQQfi 














AU 


6194094. 


A 


in-l 1-1 QQ4 














DE 


9321600 


Ul 
















DE 


59303142 


Dl 


08-08-1996 














DK 


625578 


13 


11-11-1996 














EP 


0625578 


Al 


23-11-1994 














ES 


2089691 


T3 


01-10-1996 














GR 


3020742 


T3 


^JW X X Xi/I7v/ 














IL 


109569 


A 


1 0-0'^-IQQR 














JP 


7051079 


A 
















US 


5578339 


A 


96-1 1 -.IQQfi 
C.\J X X 


DE 


19614609 


Al 


16- 


-10- 


-1997 


KEINE 








EP 


0636693 


A 


01- 


-02- 


-1995 


JP 


3633648 


R2 
















JP 


7170977 


A 


1 1 -07_1QQC 














AU 


676326 


B2 


06-03-1997 














AU 


6756994 


A 


02-02-1Q95 














CA 


2128372 


Al 
















CN 


1106065 


A 


02-08-1995 














EP 


1085096 


A2 


Cm X \J*J L,\J\J X 














EP 


0636693 


A2 
fit- 


Q1-02-1QQ5 














IL 


110334 


A 


27-1 p-1 QQft 














IL 


120221 


A 


06-12-1998 














IL 


121945 


A 


01-06-2000 














IL 


127522 


A 


22-12-1999 














JP 2004313204 


A 


XX XX Cv/WH 














TW 


414807 


B 


11-1 2-2000 

XX XCm ^VJ\J\J 














US 


5538883 


A 


23-07-1996 














US 


5736380 


A 


W/ VI"T X7^0 














US 


5965411 


A 


12-10-1990 

X^ X Vi X777 














US 


6090792 


A 


18-07-2000 


EP 


0919564 


A 


02- 


■06- 


•1999 


JP 


11116588 A 


27-04-1999 














DE 


69815476 


Dl 


17-07-2003 














DE 


69815476 


T2 


06-05-2004 














EP 


0919564 


A2 


02-06-1999 














TW 


526083 


B 


01-04-2003 














US 


6200783 


Bl 


13-03-2001 



Formbtett PCX/)SA/210 (Anhang Patentfamilie) (Januar 2004) 



